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Introduccion

El tema que se desarrolla en esta tesis es el uso del residuo proveniente de un
reactor de fermentacion oscura para alimentar una celda de electrélisis microbiana
(CEM).

El hidrégeno es un vector energético con un alto calor de combustion. La
fermentacion oscura parece ser el método biolégico mas favorable para la
produccion de este combustible por su alto rendimiento, rapidez y bajo costo. Pero
se trata de un proceso que genera un residuo con altas concentraciones de 4cidos
grasos volatiles y alcoholes cuya energia aun puede ser aprovechada mediante
otras tecnologias (Show et al., 2012).

La CEM es una tecnologia bioelectroquimica que puede degradar los acidos
grasos provenientes del reactor de fermentaciéon oscura y como valor agregado
produce hidrégeno, pero al integrar ambos sistemas el desempefio de la CEM
dependera de las propiedades del efluente del reactor de fermentacion.

El trabajo experimental de tesis se enfoca a evaluar una CEM que utiliza el
efluente de un reactor de fermentacion oscura como sustrato. Se variaron las
condiciones de operacién, configuracion y sustratos de la celda para mejorar su
desemperio tanto en lo que respecta a degradacion de materia organica, como en
produccion de hidrégeno.



Resumen

El consumo de materia orgénica, la productividad de hidrégeno y recuperacion
energética fueron evaluados en una celda de electrélisis microbiana (CEM) de dos
camaras. Se usaron tres niveles de concentracion de DQO (400, 600 y 1200 mg/L)
de un sustrato sintético que contenia una proporcion fija de acidos grasos volatiles
(AGVs). También se utilizé como sustrato (sustrato real) el efluente de un proceso
de fermentacién oscura que contenia AGVs y una DQO de 400 mg/L. Se utilizd
una membrana de intercambio catidnico (MIC) para aislar una camara de la otra.
Se aplicaron dos niveles de diferencia de potencial: 350 y 550 mV a la celda. El
sistema se oper6é en lotes de 120 horas y se utilizaron los resultados de
produccion de hidrogeno, consumo de AGVs y corriente eléctrica para determinar
el tiempo de residencia hidraulica mas adecuado. Se evalué el desempefio de una
membrana de intercambio aniénico (MIA) vs la MIC. En la segunda etapa del
experimento se utilizd un sustrato real con 1200 mg/L de glucosa para evidenciar
lo que ocurre cuando se emplea un sustrato distinto a los AGVs.

Durante la implementacion del sustrato sintético el nivel de 550 mV mostré las
productividades mas altas, se observé un maximo de 81 mL/L/d y un consumo de
DQO del 85%. Cuando se aplicé una diferencia de potencial de 550 mV no hubo
una diferencia significativa en la productividad de los tres niveles de
concentracion. La productividad fue mayor con bajas concentraciones de sustrato
cuando se aplicé una diferencia de potencial de 350 mV. El desempefio del
sustrato real fue comparado con la concentracion mas baja de sustrato sintético;
no hubo una diferencia significativa en la productividad. Tampoco hubo una
diferencia significativa entre el desempefio de una MIA vs una MIC bajo las
condiciones operativas de este experimento. Cuando se usOG glucosa como
sustrato hubo produccion de AGVs durante las primeras 48 horas y consumo de
AGVs después de este tiempo. A las 120 horas se encontrd6 metano y dioxido de
carbono en la camara catddica. Se redujo el tiempo de residencia hidraulica a 48
horas y se inhibié la produccién de metano. En este caso la remocion de DQO
disminuy6 del 66% al 20%. La productividad de hidrégeno fue inferior a la primera
etapa al disminuir de 81 mL/L/d a 28 mL/L/d con la diferencia de potencial de 550
mV. Los resultados anteriores indican que el alto contenido de glucosa en el
sustrato favorece la fermentacion en vez de la electrohidrogénesis.

La produccion de hidrégeno a partir de AGVs es mayor con niveles altos de
diferencia de potencial y niveles bajos de DQO. La recuperacion energética es
mayor cuando se aplican 550 mV que 350 mV. Del mismo modo al aplicar 550 mV
la energia recuperada en forma de hidrégeno resulta superior a la energia
administrada como corriente eléctrica.



1 Antecedentes

1.1 Hidrégeno como vector energético

El consumo energético en el escenario econdmico actual depende de los
combustibles fésiles, cuyo uso ha ocasionado un crecimiento sin precedentes de
las emisiones de gases de efecto invernadero (Show et al., 2012).

Se estan realizando esfuerzos sustanciales para explorar formas de energia
renovable que puedan reemplazar a los combustibles fésiles (Show et al., 2012).
Una de las alternativas més atractivas es el uso de hidrégeno (H>), el cual puede
ser producido a partir de varios sustratos, tales como fuentes de energia fésil,
biomasa, agua, etc. El valor calorifico del H, es el mas alto entre los combustibles
no nucleares (Sun et al., 2012). Mientras el metano (CH,) tiene un calor de
combustion de 55.65 kJ/g, el H, tiene un calor de combustion de 142.92 kJ/g y su
combustién no genera emisiones de gases de efecto invernadero. Los productos
finales de la combustion del H, son vapor de agua y pequefias cantidades de
oxidos de nitrégeno (NOx), que pueden ser tratados con los métodos apropiados.
Por lo tanto el hidrogeno es el combustible limpio ideal (Sun et al., 2012).

No obstante, la transicion al H, tiene varios inconvenientes, en la actualidad la
produccién de H; es escasa, hay poca infraestructura de estaciones de
abastecimiento de H, y poco conocimiento sobre las caracteristicas de la
combustion de H, en maquinas de combustién interna (Sun et al., 2012).

Otro problema es que hoy en dia la mayor parte del H, es generado a partir de
combustibles fosiles por medio de procesos termoquimicos (Show et al., 2012).
Por esta razén el desarrollo de tecnologia para la produccién de H, a partir de
procesos bioldgicos se vuelve una alternativa atractiva.

1.2 Produccién de biohidrégeno e integracion de sistemas

El H, puede producirse por diferentes caminos biologicos que pueden dividirse en
dos grupos: los que dependen de la luz y los que son independientes de ella. Los
primeros incluyen la fotélisis de agua y la fotofermentacion de sustratos organicos
mediante microorganismos, mientras que el principal proceso independiente de la
luz es la fermentacion oscura (Show et al., 2012).

Mediante la fermentacion oscura se genera H, en la primera etapa de un proceso
anaerobio que utiliza varios sustratos organicos. Este H, es un metabolito
intermedio que es utilizado como donador de electrones por las arqueas
generadoras de metano en una segunda etapa de la fermentacion. No obstante,
se puede inhibir la etapa de metanogénesis y otras reacciones bioquimicas que



consuman H,. Esto se hace mediante varias medidas: regular los cultivos a un pH
bajo, con tiempos de residencia hidraulica cortos, o bien al inactivar los
organismos consumidores de hidrégeno con tratamientos térmicos o0 con
inhibidores quimicos. Durante la fermentacidbn oscura, los carbohidratos se
convierten en gas H,, &cidos grasos volatiles y alcoholes, los cuales son
contaminantes organicos (Show et al., 2012). La naturaleza de dichos productos
propicia que el efluente del rector de fermentacion reciba también un tratamiento
biolégico mediante otros procesos como se muestra en la figura 1. Una segunda
etapa puede ser la fotofermentacion, la digestion anaerobia para generacion de
metano, el uso de sistemas bioelectroquimicos, como las celdas de combustible
microbianas, las cuales pueden producir una corriente eléctrica, o las celdas de
electrdlisis microbianas, las cuales son capaces de consumir dicha corriente
eléctrica y generar H, con la electrélisis de los productos de la fermentacion.
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Figura 1. Integracién de sistemas bioelectroquimicos con sistemas de
fermentacién para producir H, y metano.

1.3 Sistemas bioelectroquimicos

Los sistemas bioelectroquimicos utilizan determinadas bacterias que realizan la
oxidacion de la materia organica sobre un electrodo llamado anodo. Su fuente de
materia organica son sustratos tales como acetato, celulosa, almidén y aguas
residuales de diversos origenes (Sleutels et al., 2012). Esta tecnologia puede



dividirse en dos tipos de celdas de acuerdo a la espontaneidad de las reacciones
que se realizan en ellas: celdas de combustible microbianas y celdas de
electrolisis microbianas (Pant et al., 2012). Mientras en las primeras se genera
corriente eléctrica de manera espontanea mediante reacciones de oxidacion-
reduccion, en las segundas se consume energia eléctrica para llevar a cabo
reacciones quimicas no espontaneas de oxidacion-reduccion como la generacion
de hidrégeno.

1.4 Celdas de combustible microbianas (CCM)

Las CCMs son celdas electroquimicas que convierten energia quimica en energia
eléctrica (figura 2). En el compartimiento anddico ciertas bacterias llamadas
electrogénicas llevan a cabo la oxidacion del sustrato organico y generan
electrones y protones. Los electrones se transportan a través de un circuito
externo hacia el catodo. Al mismo tiempo los protones (H*) generados en el &nodo
se transportan hacia la camara catddica a través de una membrana que separa
ambas cdmaras. La corriente eléctrica es producida por la reduccion de oxigeno
en el catodo (donde se genera H,O) (Pant et al., 2012). Se han hecho perfiles
taxonomicos de las comunidades microbianas en los electrodos para numerosas
celdas de combustible microbianas y actualmente las bacterias electrogénicas
mejor estudiadas pertenecen a las familias Shewanellaceae y Geobacteraceae
(Wrana et al., 2010).
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Figura 2. Representacidén esquematica de una celda de combustible
microbiana (Adaptada de Oh et al., 2010).



1.5 Celdas de electroélisis microbianas (CEM)

Por su parte, la CEM es un método relativamente nuevo para generar H, a partir
de acetato y otros productos de fermentaciéon. En las CEM las bacterias
electrogénicas oxidan al sustrato y liberan electrones al anodo (Figura 3). Su
catodo es anaerobio y en ausencia de oxigeno no es posible la generacién
espontanea de corriente eléctrica (Pant et al., 2012) debido al valor de la energia
libre de Gibbs de la reaccion redox (Logan et al., 2008) que en este caso produce
hidrogeno. En consecuencia, para dirigir los electrones al catodo se debe
administrar energia de una fuente externa. Se aplica un pequefio potencial
eléctrico al circuito, que permite la produccién de H, en el catodo por la reduccién
de H* (Pant et al., 2012). Las reacciones en cada electrodo son:
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Figura 3. Esquema de una celda de electrdlisis microbiana (CEM). Oxidacion
microbiana de materia organica en el anodo. Se liberan electrones (e) y
protones (H"), que se reducen en el catodo formando H,. El potencial de
reduccién en el &nodo es mayor que en el catodo, por lo tanto se requiere
aplicar una diferencia de potencial para llevar a cabo esta reaccion. En el
circuito externo se coloca una resistencia fija Rext que es utilizada para
calcular la corriente eléctrica que fluye por el sistema mediante la ley de
Ohm (Adaptada de Wrana et al., 2010).



La reaccion anodica es la misma que en la generacion de corriente eléctrica con
una celda de combustible microbiana (Pant et al., 2012). Bajo condiciones
estandar de temperatura y presion, el potencial tedrico que se requiere para hacer
funcionar a una CEM es de 0.114 V, si se utiliza acetato como sustrato. En la
practica, esta diferencia de potencial es mas alta debido a las resistencias internas
del sistema. La experiencia ha mostrado que se requiere aproximadamente 0.25 V
o una diferencia de potencial mayor para la produccion de H,. Aun asi, este
potencial es menor que el requerido para realizar la electrélisis del agua, que es
de 1.8-2.0 V (Logan, 2007).

El acetato se usa tipicamente como fuente de carbono porque es el sustrato
preferido de las bacterias electrogénicas, particularmente de Geobacter
sulfurreducens. Sin embargo, en los residuos de fermentacion el acetato no existe
solo y se encuentra mezclado con otros acidos organicos. Wrana et al., (2010)
mencionan que la recuperacion de H, es menor cuando se usa agua residual
como sustrato (10-28% de recuperacion de H,) que cuando se utiliza acetato
solamente (91%).

Un aspecto que afecta la produccion de las celdas de electrélisis microbianas y de
las celdas de combustible microbianas es la generacion de metano por las
arqueas metanogénicas que entran en competencia con las bacterias
electrogénicas. Ya que las aguas residuales contienen siempre muchas
poblaciones microbianas este es un aspecto que no puede evitarse (Pinto et al.,
2012). Las metanogénicas combinan el CO; producido por los electrogenos con el
H, producido por electrohidrogénesis para producir metano (CH,4), mediante la
reaccion:

TO O0U0©° 00 "O0U (Tartavosky et al., 2011) 4)

La produccién de metano disminuye la produccién de H,. Este problema se puede
disminuir con la insercion de una membrana para separar las cAmaras anodica y
catodica. Desafortunadamente la membrana incrementa la resistencia 6hmica
dentro de la celda y los gradientes de pH dependeran de la superficie de la
membrana, de modo que su implementacion disminuye la eficiencia del sistema
(Wrana et al.,, 2010). Dicha circunstancia ha propiciado que recientemente se
considere atractiva la produccion electroquimica de metano en una CEM, pues es
posible evitar los inconvenientes que genera la presencia de la membrana (Pant et
al.,, 2012) y ademas la presencia de hidrogeno mejora las propiedades de
combustién del metano (Tartavosky et al., 2011). No obstante, en lo que respecta
al contenido energético, se prefiere la produccion de hidrégeno (Pant et al., 2012).



1.6 Termodinamica de las CEM

La naturaleza del sustrato es un aspecto importante que se debe tomar en cuenta
al revisar los aspectos termodinamicos involucrados en los sistemas
electroquimicos microbianos.

Para que cualquier reaccion ocurra espontaneamente, su energia libre de Gibbs
( pdebe ser negativa. En condiciones estandar (T =25 °C, P =1 bar, pH=7), la

energ2a | i br gdedageadsionpérs trarffsigr@®ar acetato a hidrogeno y
bicarbonato de acuerdo a la ecuacion (3) es:
0@ W T00 © O © 10

" G, =+ 104.6 kd/mol (Logan et al., 2008)

La reaccién tiene un G positivo y por lo tanto se debe afiadir energia al sistema
mediante diferencia de potencial eléctrico para superar esta limitacion
termodinamica. La diferencia de potencial aplicada debe ser mayor que -G /nF,
donde n es la cantidad de electrones involucrada en la reaccion, y F es el valor de
la constante de Faraday = 96 485 C/mol e’. Este valor se conoce como potencial
de equilibrio, Eeq, que para el acetato en condiciones bioldgicas estandar es:

h —

(0 — — —  ®w (5)

F N —

El signo negativo en el potencial indica que la reaccion no es espontaneay el valor
0.14 es la magnitud del potencial que se debe administrar.

Eeq también puede ser calculada a partir de los potenciales teoricos del anodo

O O © (6)

Esos potenciales pueden ser calculados de valores tabulados en condiciones
estandar utilizando la ecuacion de Nernst.

Logan (2007) describe la reaccion anddica con acetato, con una concentracion de
acetato de 1g/L (16.9 mM) y concentracién de HCO3 = 5 mM:

6 H 1000 ¢O& WO o (7)
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Con Ea° = 0.187 V, R = 8.314 J/molK, n = 8 y F la constante de Faraday. Bajo
condiciones biolégicas estandar (T = 25 °C, P = 1 bar, pH = 7), el potencial del
anodo es -0.279 V.

0 YK — i ® T ©)

El potencial del catodo es determinado también de la ecuacion de Nernst como
sigue (Logan et al., 2008):

CO ¢Q°0 (10)
O 0 @ —a&— (11)
o nm —Lat 8 po (12)

Donde py; es la presion parcial del H,. Entonces el potencial de equilibrio es:
O O O 8 po® ™ o ™ p G (13)

Se observa que el potencial del catodo, y por lo tanto el potencial de equilibrio
dependen de la presion parcial del H,. Si se incrementa 10 veces la presion parcial
de H,, el potencial de equilibrio se incrementa 0.03 V. De igual modo los
potenciales de los electrodos dependen del pH del sistema. Esto es
particularmente importante en sistemas CEM con membrana, puesto que se
genera un gradiente de pH de membrana que reduce el desempefio de la CEM.
Cada unidad de pH de diferencia entre la camara anddica y la catddica
incrementard el potencial de equilibrio en 0.06 V.

En la préactica los requisitos de potencial eléctrico son considerablemente mayores
al valor teorico debido a sobrepotenciales en el anodo y en el catodo y a pérdidas
ohmicas dentro del sistema. Los requisitos energéticos, Ece, Siguen la ecuacion
(Wrana et al., 2010):

O 'O B- $B-s5 OY (14)

Donde B— y 8- sson la suma de los sobrepotenciales en el anodo y en el
catodo respectivamente e incluyen las pérdidas por el metabolismo de las
bacterias (Logan et al., 2008), Y es la suma de todas las pérdidas 6hmicas
dentro del sistema. Y ya que la produccién de hidrogeno estd directamente
relacionada a la corriente eléctrica, es importante minimizar las pérdidas cuanto
sea posible para mantener una produccion aceptable.



Otro requisito para crear un sistema bioelectroquimico eficiente es lograr una
eficiencia coulombica alta. La eficiencia couldmbica es una medida de la fraccion
de electrones disponibles en el sustrato que logra convertirse en corriente eléctrica
en el sistema y por lo tanto sirve como una medida de la competencia entre las
arqueobacterias metanogénicas y las bacterias electrogénicas en sistemas de dos
camaras. Existen sistemas de una sola camara con eficiencia coulombica por
encima de 100% porque en sistemas de una sola camara existe la posibilidad de
que el hidrégeno generado en el catodo de una CEM sea oxidado nuevamente a
protones y electrones en el anodo (Sleutels et al., 2011).

Si bien la eficiencia couldbmbica muy utilizada, existen otros criterios para evaluar
el desempefio de la celda de acuerdo a lo que se quiera conocer. A continuacion
se describe el célculo de varios criterios de evaluacion.

La eficiencia couldmbica (Ec) se obtiene de la siguiente manera (Cheng y Logan,
2007):

0 — (15)

Donde n; son mol de hidrégeno que teéricamente se pueden producir a partir del
sustrato consumido (utilizando el valor de la DQO en la camara anodica para
hacer un estimado del consumo de materia organica) y ncg son mol de hidrogeno
que se producen en el catodo tedricamente a partir de la corriente medida.

5 — (16)

Cp es la carga eléctrica (expresada en Coulombs) calculada en el tiempo en que
se realiz6é el experimento, F es la constante de Faraday (96,485 C/mol) y 2 son
mol de electrones por cada mol de hidrégeno.

En términos de demanda quimica de oxigeno (DQO) n; se puede expresar:
3 — (17)

Donde Mo, es la masa molecular del oxigeno (32 g/mol), pDQO es el
concentracion de la demanda quimica de oxigeno (gO2/L) y el 2 se refiere a moles
de H, sobre mol de O, (DQO).

La recuperacién catddica de hidrogeno (rcar), se refiere a la fraccion de hidrogeno
gue se obtuvo experimentalmente respecto al que tedricamente se debié producir
a partir de la corriente eléctrica que pasé por el sistema; se calcula:

i — (18)
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Donde ny; es el total de moles de hidrégeno producidas.

La recuperacion energética respecto alacorri ente el ®ctg) seca al
calcula como:

- — (19)

Donde Wy, es el calor de combustion del hidrégeno (285.83 kJ/mol) por la
produccion de H, y Wi, es energia contenida en la corriente eléctrica de entrada,
calculada como:

® 60 (20)

La corriente eléctrica que pasa por el circuito se calcula empleando una
resistencia externa, mediante la ley de Ohm:

© oY (21)

Donde: V = Diferencia de potencial (mV), Rext = Resistencia externa con un valor
fijo ( Y )| = €orriente eléctrica (MA).

La recuperacién energética respecto al sustrato consumido es:

- (22)

Donde Ws es la energia contenida en el sustrato que se consumié con base en la
reaccion de oxidacion del sustrato con oxigeno, es decir aH. (calor de combustion)
del sustrato multiplicada por el nimero de moles de sustrato.

Finalmente la recuperacion energética total es:

- (23)

1.7 Microorganismos involucrados en los sistemas bioelectroquimicos

Se ha estudiado el funcionamiento cultivos puros de Shewanella sp., Geobacter
sp., Y Pseudomanas sp., para realizar estudios sobre el mecanismo de
transferencia de electrones al anodo, pero la produccion de corriente eléctrica
siempre es menor con cultivos puros que con mezclas de bacterias (Liu et al.,
2012 a).

Kiely et al. (2011) hace una revision sobre la manera en que distintos sustratos
son degradados en los sistemas bioelectroquimicos (incluyendo tanto CEM como
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CCM) por microorganismos electrogénicos mediante la identificacion de las
comunidades microbianas especificas de cada sustrato en el anodo.

Encontraron que en los sistemas alimentados con acido acético, las comunidades
bacterianas estaban dominadas por Geobacter sulfurreducens. Al tomar el &nodo
de una celda de combustible microbiana y cambiarla a modo celda de electrélisis
microbiana, se encontré que la biopelicula de la CEM tenia una menor diversidad
de poblaciones y un aumento de Geobacter, con respecto a la CCM. Esto se
atribuye a la falta de oxigeno en el sistema CEM, que provoca una ventaja
competitiva para las Geobacter anaerobias.

Si se utiliza &cido lactico como sustrato, se promueve el crecimiento de otra
bacteria electrogénica, la Shewanella oniedensis. Kiely et al., (2011) mencionan
que también se presenta Pelobacter propionicus ya que es una especie que
promueve la fermentacién del lactato para producir propianato y acetato. También
estd presente Geobacter sulfurreducens. Otros microorganismos dominantes en
esta comunidad fueron identificados como similares a Desulfotomaculum reducens
y Desulfitobacterium hafniense.

Ya que el acido propidnico es producto de la fermentacion del acido lactico hay
microorganismos comunes a los dos sustratos cuando se alimenta propionico al
sistema. También se encontraron poblaciones reducidas de Geobacter
sulfurreducens.

En el caso del &cido butirico Kiely et al., (2011) mencionan un comportamiento
similar al que se tiene con el &cido propionico en lo que respecta a la baja
poblacién de Geobacter. Se informa que cuando el acido butirico es alimentado a
las celdas junto con otros &cidos grasos, tarda mas en degradarse que el resto y
se considera que no es una alimentacion ideal para los microorganismos
electrogénicos.

Al utilizar etanol como sustrato se encontrd que existe un efecto sinérgico entre
bacterias que producen acido acético a partir de la fermentacion del etanol (P.
propionicus) con Geobacter sulfurreducens, que esta lista para utilizar dicho acido
acético como fuente de carbono, sin embargo en este sistema se encontré una
poblacion muy reducida de Geobacter, la cual se incremento al afiadir un inhibidor
de arqueas. Esto sugiere que existe una competicion entre arqueas y electrogenos
cuando se utiliza etanol como sustrato (Kiely et al. 2011).

El desempefio de los sistemas alimentados con acido férmico es pobre comparado
con el resto de los acidos grasos volatiles. Se tiene la teoria de que la oxidacion
de este acido es realizada por Paracoccus denitrificans, que oxida el &cido formico
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y forma hidrogeno. Al igual que en el caso del etanol, las bacterias electrogénicas
entran en competencia con las metanogénicas.

Para la glucosa, el mecanismo corresponde primero a la fermentacion de la
glucosa por parte de Rhodopseudomonas palustris, se generan &cidos grasos
volatiles que los electrogénicos como Geobacter estan listos para degradar.

En el caso de la celulosa, aunque Enterobacter cloacae es capaz de producir
corriente directamente a partir de este sustrato, la acumulacion de varios
productos de fermentacidén sugiere que también existe un mecanismo sintréficos
entre especies fermentativas y electrogénicas, en una primera etapa la especie
Clostridium thermocelum realiza la fermentacion y genera hidrogeno, etanol y
acidos grasos volétiles. En la segunda etapa el etanol es convertido a &cido
acético por P. propionicus y los acidos grasos volatiles son degradados por
electrogenos como Geobacter.

La informacion que se tiene de las comunidades que habitan en sistemas
electroquimicos microbianos que usan agua residual como sustrato no es tan
amplia como la que se tiene sobre sustratos simples, pero todo indica que se
forman consorcios microbianos complejos, cuya composicion varia de acuerdo a la
naturaleza del agua residual.

El estudio de Ruiz et al. (2014) describe influencia del inéculo en el desempefio de
una celda de electrdlisis microbiana. En dicho estudio se utiliza como inéculo agua
residual universitaria en dos blogues de experimentos, el in6culo fue tomado en
épocas del afio distintas (septiembre y diciembre). De modo que hubo dos
in6culos. Esto provocé que tanto la productividad de hidrégeno en el catodo como
las comunidades microbianas que se desarrollaron en la biopelicula del dnodo
fueran distintas en cada bloque. A pesar de que se alimentaron las mismas
mezclas de &cidos grasos volatiles en ambos bloques, el bloque de diciembre
arrojo una menor productividad. Encontraron que la comunidad microbiana de la
biopelicula de este lote estaba compuesta predominantemente por el phylum
Proteobacter, mientras que la biopelicula de septiembre estd compuesta de una
comunidad mas diversa. Atribuyen a las propiedades fermentativas de
Proteobacter esta diferencia de productividad.

1.8 Aspectos de la arquitectura de una CEM

1.8.1 Uso de membrana

La membrana se utliza para crear una camara donde los microorganismos
puedan degradar un sustrato que es mantenido separado del catodo (donde esta
involucrado el hidrégeno). Esta configuracion minimiza las pérdidas de hidrogeno
en el anodo y en el liquido, y evita que el hidrégeno se mezcle con otros productos
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gaseosos como dioxido de carbono del ahodo como se observa en la figura 4
(Logan et al., 2008).

Algunas CEMs utilizan una membrana de intercambio catidénico (MIC). Durante la
operacion de la CEM, cationes como Na*, K*, NH,", y Ca®* estan presentes en el
agua residual en concentraciones mayores que las de los protones (a un pH
aprox. de 7) y son estos iones los que se transportan por la membrana. Como
resultado los protones que se consumen en el catodo no son reemplazados por
los protones que se producen en el anodo. Esto lleva a un incremento de pH en el
catodo y a una reduccion de pH en la camara anddica, lo cual aunque resulta en
un gradiente de concentracion que promueve el flujo de protones hacia la camara
catddica, pero también resulta en un aumento en el potencial eléctrico necesario
para la operacion de la celda. En algunas fuentes se indica que el uso de una
membrana de intercambio aniénico (MIA) incrementa sustancialmente el
desempefio de una CEM, ya que permite el transporte a través de la membrana de
compuestos amortiguadores cargados negativamente, como fosfatos vy
bicarbonatos. Este transporte ayuda a amortiguar los cambios de pH en ambas
camaras (Logan et al., 2008).

FPﬁFA—_ FP—’WV—

Coz?I ? 3 Ol?Hz t CO,+H,[ 4 ?
: + . O S ° IO o |Q
Tl AN <

Anodo Cét:do IH DM ;-

Membrana Anodo Catodo

Figura 4. Esquema de celdas de electrélisis microbiana con dos camaras
(izquierda) y una camara (derecha). En un sistema de dos camaras el biogés
producido por la oxidacion de la materia organica es colectado en la parte
superior de la camara anddica y el H, en la parte superior de la camara
catddica. En una configuracion de una sola camara ambos gases son
colectados en el mismo compartimiento. Se utiliza una fuente de energia (FP)
para aplicar el potencial eléctrico y una resistencia externa (R) para
determinar la corriente (Logan et al., 2008).
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1.8.2 Electrodos

Los electrodos deben tener buena conductividad eléctrica, no ser suceptibles a la
corrision, ser poco costosos, poseer un area superficial especifica alta y ademas
de ser faciles de fabricar. En adicion las bacterias deben ser capaces de adherirse
a su superficie para lograr una buena conexion eléctrica (Wrana et al., 2010).

Anodo. El carbono es el material mas utilizado para fabricar anodos debido a la
afinidad que las bacterias tienen por él, buena estabilidad quimica, alta
conductividad y relativamente bajo costo (Wei et al., 2011).

Wei et al. (2011) hacen una revision para las CCMs. Los diferentes materiales
comparados son: papel carbén, hojas o placas de grafito, tela de carbén, malla de
carbon, fieltro de carbdn y esponjas de carbdén. Materiales como el fieltro de
carbon resultan adecuados debido a que tienen una porosidad mas alta respecto
con otros materiales, no obstante el crecimiento de las bacterias electrogénicas en
un anodo de fieltro de carbono se ve limitado por la transferencia de sustrato y de
productos en la superficie interna del material. Por su parte el papel carbon y las
placas de grafito son los materiales mas usados a nivel laboratorio por su bajo
costo.

También es posible utilizar un anodo empacado con material granular de forma
irregular, como por ejemplo trozos de grafito. Para que esta configuracion funcione
los granulos deben estar empacados muy juntos uno del otro para lograr una
conductividad satisfactoria. Esta configuracion aporta la ventaja de tener un area
superficial grande. No obstante, después de un largo tiempo de funcionamiento,
aun pueden existir zonas muertas para la generacion de corriente (Wei et al.,
2011) y por otro lado el utilizar fibras de carbono como el fieltro o lechos
empacados aumenta la resistividad del material, pues se suma la resistividad de
las fibras o de los granulos (Rozendal et al., 2008).

Otro tipo de anodos son de cepillo de carbono. Estos estan compuestos por dos
alambres de titanio enrollados alrededor de cerdas de grafito de tal modo que al
final el electrodo queda con forma de cepillo. Ofrece a las bacterias una superficie
mayor que otros materiales. Sin embargo, adolece de los mismos inconvenientes
que el fieltro de grafito en cuanto a la transferencia de masa entre sus fibras (Wei
et al., 2011). Sin embargo, el alambre de titanio al que el electrodo esta unido
contribuye a reducir su resistividad (Rozendal et al., 2008).

Catodo. La produccion de hidrogeno ocurre en el catodo. La reaccion de evolucion
del hidrégeno en electrodos de carbon planos es muy lenta. Y requiere un alto
sobrepotencial para producir la reaccion. Para reducir este potencial se utilizan
electrodos catalizados con platino (Logan et al., 2008).

15



Logan et al. (2008) mencionan que para aumentar la recuperacion de H, es
conveniente reducir la distancia entre los electrodos al mismo tiempo que se
incrementa el tamafio de la membrana de intercambio i6nico y el area de los
electrodos.

1.9 Uso del efluente de fermentacion como sustrato paralas CEM

Se han realizado experimentos con celdas de electrélisis microbianas aplicados
para efluentes de reactores de fermentacion. Se realiz6 una revision de los datos
gue se encuentran en la literatura. Los detalles de los articulos que se revisaron se
resumen en la tabla 1 y se comentan a continuacion.

Control de pH y arquitectura de la celda. Varios articulos (Lalaurette et al., 2009,
Liu et al., 2012, Lu et al., 2009, Lu et al., 2012, Wang et al., 2011) realizan un
proceso por lotes con una celda de una sola camara con un anodo de cepillo de
cerdas de grafito y un catodo de tela de grafito catalizado con platino descrita por
Call & Logan, 2008. Se utiliza una disolucibn amortiguadora de fosfatos para
ajustar el pH = 7. La presencia de la disolucion amortiguadora es importante para
el buen funcionamiento de la celda. Lu et al. (2009) realizaron un experimento en
el que usaron como sustrato un efluente de fermentacion de etanol sin disolucién
amortiguadora. La recuperacion de H, que obtuvieron fue mas baja que en una
celda con disolucibn amortiguadora. Al finalizar este experimento trataron de
recuperar la produccion de H, mediante la adicién de un efluente con disolucién
amortiguadora en la misma celda, pero ya no hubo recuperacion en la produccion
de H,. Concluyen que hubo dafo celular irreversible debido al bajo pH que se
genero en la celda.

En otro trabajo Lu et al. (2012) comparan el funcionamiento de un sistema con dos
camaras, con una membrana de intercambio catidnico, y otro sistema de una sola
camara que usan como sustrato el efluente de un proceso de fermentacién de
lodos activados que fueron sometidos a un tratamiento alcalino. El sistema de una
camara tiene una mayor productividad (0.91 m®H,/m%d) que un sistema de dos
camaras (0.068 m*H,/m?d) debido a la baja resistencia interna del sistema.

Es importante recalcar que en un sistema de una camara existe la posibilidad de
gue se presente reciclaje de electrones, generacion de metano y mezcla de gases.
Por ello se debe considerar el uso de sistemas de dos camaras. Una propuesta
para mejorar el ritmo de produccion de un sistema con dos camaras es el uso de
una membrana de intercambio anidnico para separar ambas camaras. Sleutels et
at., 2009 obtienen una produccion de un ritmo 5 veces mayor con un sistema con
membrana de intercambio aniénico que con una de intercambio cationico.
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Fuente de carbono. El trabajo mas antiguo que usa efluente de fermentacion como
sustrato es el de Lalaurette et al. (2009), donde se utiliza el efluente de
fermentacién de lignocelulosa y de celubiosa, también usa sustrato sintético
compuesto por la misma mezcla de acidos grasos que hay en el producto de
fermentacién real y &cidos grasos puros de manera individual. Obtuvieron una
mayor produccion de H, con el uso del efluente sintético (980 mLH,/g DQO) que
cuando utilizan efluente de fermentacién de lignocelulosa (750 mLH,/g DQO) o de
celubiosa (900 mLH,/g DQO). El producto de fermentacion de lignocelulosa en la
CEM produjo H, con mayor rapidez (1 m®H,/m®d) que el de la celubiosa (0.96
m>H./m3/d), son valores cercanos al valor del sustrato sintético (1.1 m*H./m>d).
Explican que la distinta rapidez y recuperacion de hidrégeno son generadas por la
afinidad de las bacterias a los distintos sustratos y a la presencia de metabolitos
de la fermentacion que resultan inhibitorios en la celda electroquimica microbiana
gue es alimentada con efluente real. La produccién total de gas fue menor cuando
se utilizdé un efluente real que cuando se us6 uno sintético y la produccién de
metano fue mayor con un sustrato de fermentacion real que en uno sintético, esto
se lo atribuyen a la duracién de los ciclos de produccion de hidrégeno, los ciclos
de los sustratos simples fueron de 1-2 dias, mientras que los sustratos de
fermentacion real y sintética tuvieron una duracion de 3-4 dias, la duracion del
ciclo dio tiempo para que las bacterias metanogénicas se desarrollaran en la CEM.
La recuperacién de H, de cada sustrato simple fue distinta, la mayor se obtuvo con
el acetato.

Lu et al. (2012) compararon el uso de dos sustratos: el efluente de fermentacion
de lodos activados sometido a hidrélisis alcalina y lodos activados crudos. La CEM
constaba de dos camaras. El lodo con tratamiento alcalino tiene mayor produccion
de H, (8.03 mgH./g DQO) que el lodo crudo (4.51 mgH,/g DQO). EIl ritmo de
produccién también fue mayor para el lodo tratado (0.068 m®H,/d/m®) que para el
lodo crudo (0.056 m3H./d/m®). La explicacién radica en que el lodo tratado
contiene acidos grasos volatiles que son mas faciles de degradar para las
bacterias electrogénicas que el producto sin fermentar.

Lui et al. (2012) también realizan pruebas con lodos activados fermentados como
sustrato. Ellos utilizan una celda de una cadmara. Su experimento consistié en diluir
la concentracion del sustrato para verificar el efecto de la dilucion en la produccion
de H, y la remocion de DQO. Utilizan tres concentraciones de sustrato de
fermentacion, realizan duplicados y utilizan ademas celdas control alimentadas
con acetato de sodio. La recuperacion de hidrégeno tiene valores entre 0.98-1.2
mLH,/mg DQO. Alcanzaron la mejor recuperaciéon de hidrégeno con la
concentracion intermedia de DQO (3229 mg/L) la cual gener6 1.2 mL H,/mg DQO.
No se observo una tendencia clara de produccion de H; respecto a la dilucion del
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sustrato, pero se observo que hay una tendencia respecto al consumo de acidos
grasos volatiles en la CEM, el ion acetato alcanza degradacion por lo menos del
90%, en todas las diluciones; el propianato alcanza solo una degradacion del 44%
en el sustrato de fermentacion original, pero con el sustrato diluido la degradacién
llega a ser superior al 85%, la misma tendencia se da en butirato y valerato.

Efecto de la diferencia de potencial. Lu et al. (2009) utilizan el efluente de un
reactor de fermentacion de etanol. Usaron diferencias de potencial de 0.2 a 0.8 V.
Hubo un maximo de 83% de recuperacién de H, y un ritmo de produccion de 1.41
m>H,/d/m*® a 0.6 V. Conforme se aumenta la diferencia de potencial la produccién
aumenta. Al aumentar el potencial por encima de 0.6 la recuperacion de H, y la
eficiencia coulémbica disminuyen, aunque el ritmo de produccion aumenta (1.52
m®Ha/d/m®). La explicaciéon que se da a este fenémeno es que las bacterias
electrogénicas se dafian a diferencias de potencial altas y esto reduce la
recuperacion de H,. Establecen que un intervalo adecuado para operar se haya
entre 0.4-0.6 V, pues encuentran que debajo de 0.4 V hay importante produccion
de metano y baja eficiencia coulémbica.

Escapa et al. (2012) usan un sistema de camara simple en un proceso continuo,
con un anodo de fieltro de grafito y un catodo de difusion a base de niquel. Su
estudio se enfoca en el efecto del cambio de potencial y de tiempo de retencién
hidraulica. Utilizan como sustrato efluente sintético de fermentacion oscura
compuesto por acidos grasos. Su carga de AGVs fue de 6.4 g/L/d. Variaron la
diferencia de potencial aplicada de 0.6 a 1.0 V y el tiempo de retencion hidraulica
de 8 a 12 horas. La fraccion de metano en el gas se incrementé al incrementar el
tiempo de residencia hidraulico, el caso es similar al que se encuentra en los
sistemas por lotes con ciclos largos que menciona Lalaurette et al. (2009). Con
diferencias de potencial altas el incremento de la fraccion de metano asociado al
tiempo de residencia es menos significativo que con diferencias de potencial
bajas. La maxima rapidez produccién se alcanz6 con una diferencia de potencial
de 1 V y un tiempo de residencia de 12 horas (1.42 m®H./d/ m®). Alimentaron una
proporcién de acidos grasos de 50% acético, 35% propiénico y 15% butirico. El
acido propionico se consume de manera mas lenta que el acético y el butirico.
Aumentar el tiempo de retencion también aumenta el consumo de DQO. Con el
tiempo de retencion mas alto el acetato y butirato se descomponen casi por
completo mientras que aun queda propianato en el efluente. Concluyen que el
ritmo de produccion de H, es mas sensible al cambio de potencial eléctrico
conforme se aumenta el tiempo de retencion hidraulica.

Un aumento en el potencial que se aplica a la celda trae consigo un aumento en el
ritmo y el rendimiento de produccion de H,. Los resultados de Lu et al. (2009)
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indican que la produccion decae después de un determinado potencial y lo
atribuyen a dafio celular. Escapa et al. (2012) no encontraron este
comportamiento. Sin embargo, ellos utilizan un sustrato sintético.

Integracion de sistemas. Wang et al. (2011) integran un sistema de fermentacion
oscura de celulosa con celdas de combustible microbianas y con una celda de
electrdlisis microbiana. La energia producida por las CCM hizo funcionar a la
CEM. Informan 30% de recuperacion de H; a partir de celulosa durante la
fermentacion y otro 41% a partir de la CEM con dos CCMs como fuente de
energia (0.435 V), en total se recupera el 71%. La rapidez de produccion fue de
0.28 m®d/m® con una recuperaciéon de 9.8 mmol H,/g DQO. La eficiencia
couldmbica alcanz6é 175%. Después de 28 horas ya no se produce hidrogeno a
pesar de tener generacion de corriente, o que indica que el hidrégeno que se
producia se estaba consumiendo. La DQO se mantuvo constante, esto lo
atribuyen a que la materia organica que se oxida en el anodo, se reduce en el
catodo para formar acetato. Al aplicar una fuente externa con un potencial mas
alto (0.8 V) se aumenta la produccion de hidrogeno en 267 mL. Al implementar 3
CCMs en serie no se aumenta la corriente de modo considerable. Su propuesta
final es implementar un sistema de CCMs en paralelo para aumentar la corriente
producida.

En conclusion, las variables a controlar para optimizar el funcionamiento de una
CEM son: la resistencia interna del sistema, potencial aplicado, tiempo de
residencia hidraulico, el pH y la seleccion de una fuente de carbono adecuada. Asi
mismo la seleccién de la fuente de indculo resulta importante para el desarrollo de
una biopelicula en la que estén presentes los microorganismos que participan en
el proceso.
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Tabla 1. Experimentos con celdas de electrdlisis microbianas realizados con el efluente de un proceso de
fermentacién como sustrato.
Tino de ) Potencial
Alimentacion Rerz)actor Anodo Catodo | Membrana| aplicado Experimento ge realizd Resultados Referencis
(W)
Menor poduccbn de gas con alimentaci
Producto de Iy L
f ! Tela de Se compara la produccion | real que con sintética.ds productos d
ermentacion . . S s . ;
real y sintético I,_otes, una | Cepillo carbqn un prpducto ddermentacion fermentgglon “tlenen una rap'|,dez Lalaurette
de camara d28 | decerdas| catalizada NA 0.5 sintético, uno real y sustrat{ produccion gnilar. La produccion de etal.,
. mL de grafito| con simples. También seomparg metano es mayor coalimentaciérreal queg 2009.
lignocelulosa y lati imol intética L. iord
celubiosa platino. entre sustratos simples. con sintética La recuperacionde H es
' mayor con sustratos simples.
La produccién de Haumenta conforme ¢
Tela de aumenta elpotencial Cuando usaron
Producto de Lotes, una | Cepillo |carbén Se vario6 elpotencialde 0.2 g efluente sindisolucion amortiguadoraubo Lu et al
fermentacion | cadmara d6 | decerdas| catalizada NA 0.20.8 |0.8 V con espacios de u|dafio a las bacteriabin maximo de 83 ¢ v
) . - - 2009
de etanol. mL. de grafito| con hora entre cada cambio. de rewperacionde H, una producion de
platino. 1.41 niH,/d/m’® a 0.6 \/ Con diferencias d¢
potencialmayores lgproduccion decae
Se comparaina MEC de do| El efluente alcalino produce mas kB.03
Lodo activado| Lotes, dos Tela de camaras con efluente crudg mgH,/gDQO) que el fluente crudo (4.5
fermentado camaras de | Cepillo |carbén efluente fermentado alcalinf mgH,/gDQO) en un sistema de d Lu et al
Lodo sin 250 mL vs ma| decerdas catalizada| MIC / NA 0.6 Se comparael resultado d¢camaras. El efluente alcalino en un sistg v
. ; ; . ) .o 2012
fermentar camarade 26 | de grafito| con usar efluente alcalino e|de una camardene mayor productidad:
(crudo). mL. platino. MEC de una cémara y §0.91 niH,/m%d contra 0.068 fi,/m’/d de
MEC dedos camaras. un sistema de dos cdmaras
La mejor recuperaciorme hidégeno fug
. Se probaron treg con la concentracién intermediaEl
Lodo activado Tela de ) :
. . concentraciones de DQO| experimento control fue el que tuvo U
fermentado Lotes, wma Cepillo |carbdn . ey . .
. . (mg/L) de producto d{ mejor precisién El experimento de mayq Liu et al.,
Acetato de | cdmara. 28le | decerdas| catalizada NA 0.8 L y
. : fermentacion (6460, 322|concentracién deDQO resulto el menoj 2012
sodio para mL. de grafito| con : .
. 2153) y una de acetato cor reproducible. Conforme se diluye |
celdas control. platino.

control (2340).

alimentacion, las celdas degradan i
facilmente a los distintos &cidos grasos.
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Tabla 1. Experimentos con celdas de electrolisis microbianas realizados con el efluente de un proceso de
fermentacién como sustrato (continuacién).

; Potencial
Alimentacion -Ir-le%?:tccijer Anodo Céatodo | Membrana| aplicado Experimento que realizo Resultados Referencia
V)
La produccion de H'y CH; se
Se utilizd6 una concentracid incrementaroral incrementar el tiemp
de acidos grasos de 50 | de retencion hidraulica Con
Electrodo | Una de tela » o : . .
Efluente . . acético, 35 % propidnico y 1| diferencias de potencial altase
o Continug Fieltro | de de celulosa 2 B .
sintético de . N % butirico. Se usé unacarga| favorece la produccién de,tsobre la| Escapaet
9 una camara de difusion a para 0.61.0 ) 9!
fermentacion : de AGVs de6.4 g/L/d Se| de CH,. Con el tiempo de retencig al.,2012
de 210 mL. | grafito | base deg separar los e . . . .
oscura. : varia diferencia de potencigl| mas alto el astato y butirato s¢
niquel. electrodos. : : . .
tiempo de residencii descomponen casi por completg
hidraulica mientras que auqueda propiato en
el efluente.
Después de 28 lya no se produc
hidrégeno, aun hay corriengdéctricay
la demada quimica de ogeno se
Cenillo Tela de mantiene constante: la materia organ
Efluente de Lotes, una P carbon 0.435 | Se integra la fermentacidon | que se oxida en el anodo de reduce
S . decerdas : . . Wanget
fermentacion | camara d&2 catalizada NA con2 | celdas de combustible y g el cAtodocomoacetato No se auments
de R X : ; al., 2011
oscura. mL. . con CCMs | electrdlisis microbianas. la corriente de modo consideralsiese
grafito . : .
platino. tienen 3 CCMs en vez de Be tiene

una recuperacioiotal de 30 % de KHa
partir de la fermentacién y otro 41 %

partir de las celdas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo General

A Determinar las mejores condiciones de operacion de una celda de
electrolisis microbiana alimentada con acidos grasos volatiles.

2.2 Objetivos Especificos

A Evaluar la produccion de hidrégeno y remocion de materia organica al
aplicar a la celda diferencias de potencial eléctrico similares a las que genera una
CCM.

A Determinar las condiciones méas adecuadas de concentracion inicial de
materia organica y diferencia de potencial para la degradacion de sustrato y
produccion de H, al utilizar un sustrato sintético.

A Evaluar el funcionamiento de la CEM operada con el efluente de un reactor
de fermentacion.

A Evaluar la robustez del sistema mediante la operacion de la CEM
alimentada con un sustrato distinto a acidos grasos volatiles.

2.3 Metas

1 Disefiar, construir, colonizar y caracterizar una celda electroquimica
microbiana.

{1 Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de sustrato sintético para
encontrar la mayor produccion de hidrégeno y remocion de materia
organica.

1 Evaluar el efecto de la aplicacion de diferencias de potencial eléctrico
distintas.

1 Comparar la produccién de hidrégeno con sustrato real y sustrato sintético.

1 Comparar la produccion de hidrégeno de una membrana de intercambio
cationico y una membrana de intercambio anionico.
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3 Metodologia

3.1 Estrategia experimental

Colonizacion del anodo de la
celda en modo celda de
combustible microbiana

Colonizacion con agua residual.

Operacion de la celda de
electrolisis con sustrato
sintético.

Condiciones de mejor produccién de hidrégeno y
remocién de materia organica

Operacién CEM con sustrato e Comparacion entre sustrato real y sintético
real. e Comparacion entre dos tipos de membranas

e Operacién con un sustrato real que contiene un
sustrato distinto a los AGVs.

Robustez del sistema CEM.

3.2 Diagrama de flujo

Fase de colonizacion:

Modo celda de * Membrana de intercambio protdnico.
combustible microbiana * Membrana de intercambio catiénico.
* Cambio de resistencia. Cuantificacion de acidos
(3 experimentos) grasos volatiles en el

efluente de un reactor de

2 meses (40 lotes) . Cacic
ermentacion

Sustrato sintético. Proporcion de AGVs fija:
Modo celda de electrélisis Me.mbrana de intercambio catiénico
3 niveles de DQO (1200, 600 y 400 mgO,/L) v

microbiana (ex_pe”mentos + 2 niveles de diferencia de potencial (350 y Preparacion de sustrato
por duplicado) 550 mV) sintético

A

* Lotes 120 h
(6 experimentos)

* 18 dias

Pruebas sustrato real:

¢ Membrana de intercambio catiénico,
¢ Membrana de intercambio aniénico, ¢

¢ 2 niveles de diferencia de potencial
* Lotes de 96 horas

Toma de muestra de
efluente de reactor de
fermentacion

(4 experimentos)

¢10 dias

Robustez (sustrato real con glucosa)

¢ Membrana de intercambio catidnico Toma de muestra de
¢ 2 niveles de diferencia de potencial. efluente de reactor de
¢ 1lote 120 horas fermentacién

¢ 1 Llote 48 horas.
(4 experimentos).

8 dias
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3.3 Construccion de la celda

Se disefaron y construyeron 4 celdas de dos camaras en acrilico. La figura 5
muestra una fotografia que ilustra el aspecto real de la celda y la figura 6 un
esquema donde se sefialan sus partes. Cada camara tiene un volumen de 163.3
cm?®, incluyendo las mangueras que se utilizaron para colectar el biogas que se
genera en cada camara.

El disefio y seleccion de los materiales de las celdas se hizo de acuerdo con las
pautas establecidas en los antecedentes de esta tesis. También se tomé en
cuenta la posibilidad de colocar en la celda un electrodo de referencia con un
puente salino para realizar pruebas voltamperométricas con un potenciostato. De
ese modo se evitd retirar los anodos de las celdas cada vez que se deseaba
realizar un voltamperograma. La distancia entre los electrodos es de 3.7 cm. La
membrana era circular con 5 cm de didmetro. Los electrodos tenian dimensiones
de 5x5 cm. El material del &nodo era tela de grafito (Brunsen de Occidente S.A. de
C.V., GUAD, JAL, MEX) y el catodo fue papel carbdn catalizado con platino (0.5
mg Pt/cm?, ElectroChem, Inc., Woburn, MA).

Se realizaron las conexiones de los electrodos con un trozo de alambre de titanio
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) de 10 cm de longitud y 0.5 mm de grosor. Se
realiz6 una prueba de conectividad con un multimetro para verificar que hubiera
fluo de corriente. La celda fue sellada con tapones de plastico que eran
atravesados por el alambre de titanio.

La celda también contaba con un orificio para permitir el flujo de gases. Dicho
orificio se sell6 con un tapon de plastico que era atravesado por una manguera
Festo de didmetro interno de 4 mmy 2 mm espesor.

Figura 5. Fotografia de la celda electroquimica microbiana.
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Figura 6. Representacidén esquematica de la celda electroquimica
microbiana.

3.4 Reactor de fermentacidén oscura (Origen del sustrato para la celda)

Se utilizé el efluente de un reactor de fermentacion oscura como sustrato para las
celdas. El sistema fue un reactor granular anaerobio de flujo ascendente de 2 litros
operado en modo continuo (figura 7). Se operé a un pH de 4.5. Se mantenia la
temperatura constante a 35 °C, con un tiempo de residencia hidraulica de 16 horas
y se alimentaron varias concentraciones de glucosa durante su operacion. La
concentraciones alimentadas cuando se alimento la celda de electrdlisis fueron 0.6
g/L y posteriormente 10 g/L, esta ultima sirvié para probar la robustez del sistema.
La concentracion de glucosa que se alimentd cuando se tomo la muestra que
serviria de modelo para preparar el sustrato sintético de la CEM fue de 5 g/L.

El reactor de fermentaciébn contaba con una membrana de polifluoruro de
vinilidieno (PVDP) sumergida en un moédulo externo para filtrar los sélidos del
efluente. Dicha membrana tenfa un area de 0.008 m?. El filtrado se realizaba del
interior al exterior de la membrana con un flux de 12.9 L/m?/h.
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Figura 7. Esquema del biorreactor de fermentacién oscura. 1) Biorreactor, 2)
Banda térmica, 3) Tanque alimentacion, 4) Controlador de pH, 5) NaOH, 6)
Almacenamiento biogas, 7) Médulo de membrana, 8) Manovacuometro, 9)
Tanque de permeado.

3.5 Colonizacion de las celdas

Para colonizar el &nodo de las celdas se operé en modo de celda de combustible
microbiana para formar una biopelicula con las bacterias electrogénicas. Se
comenzo6 la colonizacion de la celda en modo batch con un volumen de 160 mL en
ambas camaras.

La camara catodica contenia una disolucion amortiguadora de fosfatos 100 mM
(NaH,PO4A,0 2.69 g/L; NaHPO,, 4.33 g/L; NaCl, 2.85 g/L) cuyo pH tenia un
valor de 7, mientras que la anddica contenia 72.5% agua residual de la planta de
tratamiento del Campus Juriquilla de la UNAM, 1.25% disolucién de minerales,
1.25% disolucién de vitaminas; y 25% disolucién amortiguadora de fosfatos 100
mM. La mezcla contenia acetato de sodio 20 mM como sustrato. La DQO soluble
inicial de la mezcla fue de 1.86 g/L.

La solucion mineral estd compuesta por (g/L): MgSQO4 3.0; MNnSO4A,0 0.5; NTA
1.5; NaCl 1.0; FeSO4AH,0 0.1; CaCl,RH,O 0.1; CoClLAH,O 0.1; ZnCl, 0.13;
CuSO4AH,0 0.01; AIK(SO4)A2H,0 0.01; H3zBOs; 0.01; Na,MoO,; 0.025;
NiClLAH,0 0.024; Na,WO42H,0 0.025.

La solucién de vitaminas esta compuesta por (mg/L): biotina 2.0; acido folico 2.0;
clorhidrato de piridoxina 10.0; riboflavina 5.0; tiamina 5.0; acido nicotinico 5.0;
acido pantoténico 5.0; B12 0.1; acido p-aminobenzéico 5.0 y acido tiécnico 5.0.
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Se bombed oxigeno en el catodo de la celda mediante una bomba de aire para
acuario. El flujo de aire de la bomba fue de 2.5 L/min y fue distribuido entre las
cuatro celdas con un tubo divisor, quedando un flujo de 0.6 L/min por celda.

El circuito externo estuvo conformado por cable de cobre conectado a la celda por
un extremo y por el otro a una tarjeta de pruebas en la que se colocd una
resistencia fija de 1000 Y . Para formar el circuito interno el alambre de titanio
estaba entretejido a los electrodos de manera que el metal quedara unido al
grafito, cada alambre de titanio atraves6 un tapon de pléstico que servia para
sellar las camaras de la celda y se conectdé al alambre de cobre del circuito
externo mediante un cable caiman-caiman. Para separar ambas camaras se uso
una membrana de intercambio protonico (MIP) Nafion 117 (ElectroChem, Inc.,
Woburn, MA) durante la primera fase de la colonizacién (30 ciclos). Después se
oper6 con una membrana de intercambio catiénico CMI-7000 (Membranes
International, Glen Rock, NJ) durante 10 ciclos. Para mantener la temperatura
constante las celdas se colocaron en una bafio de agua termorregulado con un
termostato para acuario a 25 °C.

La duracién de cada lote fue de 48 horas, después de las cuales el contenido de
ambas camaras era sustituido por disoluciones frescas. Se operd durante un mes
con la membrana Nafion hasta obtener un potencial maximo y estable, se
caracterizo la celda y se cambi6 la membrana por la CMI-7000.

Para caracterizar el sistema con cada membrana se realizaron curvas de
diferencia de potencial y de densidad de potencia vs densidad de corriente
mediante el cambio del valor de la resistencia externa del sistema. La resistencia
se modific6 cada 10 minutos para obtener las curvas. Con esta informaciéon se
obtuvo la resistencia interna de la celda mediante la formula:

Rint = Vca /l - Rext.

Donde R;; = resistencia interna [ Y Mea = Potencial a circuito abierto (mV),
| = Intensidad de corriente eléctrica [mA] y Rex = resistencia externa con la cual se
obtiene la mayor densidad de potencia| Y] .

3.5.1 Voltamperogramas del anodo de la celda

Se realizaron voltamperogramas al anodo de la celda a una rapidez de barrido de
10 mV/s con un potenciostato marca Biologic Science Instruments modelo VSP/Z-
01 utilizando un electrodo de referencia Ag/AgCI/NaCl (saturado) para observar el
cambio de la respuesta del anodo durante toda la fase de colonizacién (electrodo
sin colonizar, colonizado, con distintas membranas y después de ser sometido a la
resistencia externa que indica la curva de polarizacion). Se utilizé el anodo de la
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celda como electrodo de trabajo y el catodo como contraelectrodo. La celda no se
alimenté con agua residual sino con una disolucion 1.6 g/L de acetato de sodio
con buffer de fosfatos para tener un medio sin bacterias durante esta prueba y
observar solo las modificaciones en el electrodo.

3.6 Ciclos en modo celda de electrélisis microbiana

3.6.1 Operacion

Los experimentos se realizaron por duplicado. Para aplicar el potencial se utilizd
una fuente de poder GW Instek, Laboratory DC Power Supply GPS-4303. Se
utilizé una resistencia externa de 220 Y (la que resulté méas adecuada en la fase
de colonizacién) para poder determinar la corriente que pasa a través del circuito.
El esquema de la celda de electrolisis microbiana se observa en la figura 8 y la
fotografia del sistema ensamblado se observa en la figura 9.

Par empezar se realizd un ciclo de blancos para comprobar que no se estaba
realizando la electrdlisis del agua. Cada celda contenia Unicamente buffer de
fosfatos y agua desionizada. Se utilizaron anodos nuevos, sin biopelicula, y se
realizé un lote de 48 horas. Se aplicaron dos diferencias de potencial a cada par
de celdas, 350 mV y 550 mV. Dichas diferencias de potencial se seleccionaron por
ser valores que las celdas de combustible microbiana llegan a producir.

Se prepar6 un sustrato sintético cuyo objetivo fue tener control sobre la
composicién, es decir, eliminar la influencia de alcoholes, glucosa o compuestos
no cuantificados que pudieran estar en el efluente de la fermentacion oscura. Con
base en la caracterizacion de una muestra del efluente del fermentador se preparé
una mezcla sintética de AVGs, cuyo pH se ajust6 a un valor de 7 con HCl y NaOH
1 N; se alimentaron las celdas de electrolisis con ella. La proporcién de AGVs en
masa fue 26% acido acético, 12% propiénico y 63% butirico. Esta mezcla se
alimento6 a la celda y tenia una demanda quimica de oxigeno de 1200 mg/L para
uno de los niveles de concentracién DQO, los otros niveles fueron 600 y 400 mg/L
de DQO respectivamente.

Se aplicé una diferencia de potencial de 350 mV para un par de celdas y de 550
mV para el otro par, estos dos potenciales fueron los que se aplicaron durante el
resto de la fase experimental. Se evalué el cambio de concentracion de acidos
grasos volatiles en la celda en un lote de 120 horas. Se tomé una muestra de
liguido de la camara anddica de la celda cada 24 horas. En total se realizaron 6
experimentos que constaron de un ciclo para cada condicion de operacion en esta
etapa.

Con base en este experimento se determino la duracion mas adecuada para el
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lote experimental, la mayor produccion de hidrégeno y la mayor remocion de DQO
en la CEM.

Se alimentd entonces la celda con el efluente de fermentacion real. Se comparo
primero el desempefio del sistema cuando se usa un sustrato real contra uno
sintético y después el desempefio de una membrana de intercambio catidnico
CIM-7000 contra una de intercambio aniénico AMI-7001 (Membranes International,
Glen Rock, NJ). Ya que, como se indica en los antecedentes, la literatura indica
que se puede incrementar la produccion de H, si se utiliza la membrana de
intercambio anionico. En total se realizaron 4 experimentos que constaron de un
ciclo para cada condicidon de operacion en esta etapa.

Para finalizar se realiz6 una prueba de robustez del sistema. Con el objetivo de
determinar si la celda dejaba de operar adecuadamente con un sustrato distinto a
los AGVs. Se cambiaron las condiciones de operacion del reactor de fermentacion,
se alimentd con 10 g/L de glucosa y su efluente aun contenia 2.5 g/L de glucosa
residual. Se diluyo el sustrato con agua destilada en proporciéon 1:1 y se utilizé de
nuevo un ciclo de 120 horas para evaluar la degradaciéon de materia organica,
puesto que se anticipé que la celda tomaria mas tiempo en degradar el sustrato.
Después se realiz6 un nuevo lote en el que se redujo el tiempo de residencia
hidraulica a 48 horas para inhibir la metanogénesis. Se fijaron las 48 horas por ser
el tiempo en que dejé de producirse hidrogeno durante el lote de 120 horas. En
total se realizaron 4 experimentos que constaron de un ciclo para cada condicion
de operacion en esta etapa.
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Figura 8. Esquema del sistema CEM conectado. Rey: resistencia externa,
TAD: tarjeta de adquisicion de datos, PC: computadora.
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Figura 9. Celda de electrolisis microbiana ensamblada.

3.6.2 Medicion del volumen de hidrégeno

Durante la operacién en modo CEM se colocé una probeta invertida y llena de
agua sumergida en un recipiente con agua como se ve en la figura 10. Se
introdujo en la probeta la manguera conectada a la correspondiente camara de la
celda. Durante cada ciclo de operacion se midié el volumen de agua desplazado
en la probeta.

o S

Figura 10. Celdas de electrélisis microbiana en un bafio de agua
termorregulado a 25° C y conectadas a un sistema de probetas invertidas.



3.6.3 Monitoreo de la operacion del sistema

El sistema era monitoreado mediante una tarjeta de adquisicion de datos USB

6008 (National Instruments Inc., Austin, TX) que registraba los datos en una
computadora mediante el software LABVIEW 7 y estaba conectada a la misma
tarjeta de pruebas donde se coloco la resistencia externa.

Se midi6 el pH del sistema después de cada ciclo de operacidon con un
potenciometro OAKTON pH 510 Series equipado con un electrodo de pH Orion
9156BNWP.

Se tomaron muestras del influente y efluente de las celdas de electrdlisis, se
realiz6 su caracterizacion mediante la evaluacion los siguientes parametros:

1. Determinacion de DQO por el método Hach 435 (para DQO de concentracién
mayor a 150 mg/L) y Hach 430 (para DQO de concentracion menor a 150
mg/L).

2. Concentracion de acidos grasos volatiles y etanol mediante cromatografia de
gases con el cromatografo Varian 3300 con detector de ionizacion por flama y
una columna capilar (longitud 15 m, diametro interno 0.53 mm, Zebron ZB-
FFAP, Phenomenex). Las muestras se filtraron por membrana de celulosa de
0.45 pm marca Whatman, y se acidificaron a un pH de 2 con &cido clorhidrico
(J. T. Baker, USA) y se preservaron a 4 °C hasta su andlisis. Se trabaj6é con
las siguientes condiciones de operacion:

1 La temperatura de la columna se mantuvo a 70 °C durante 1.5 min y se
incrementd hasta los 130 °C a una tasa de 10 °C/min, alcanzando la
temperatura final a los 7.5 min.

Temperatura del inyector: 190° C

Temperatura del detector: 210° C

Fase movil: Nitrégeno a un flujo de 9.5 mL/min.

Presion: Aire 60 psi; N2 70 psi; H, 40 psi.

= =4 -4 2

3. Composicion de los gases en la camara catddica de la celda electroquimica
microbiana (H,, CH4, CO,), mediante cromatografia de gases con el
cromatografo SRI8610C con detector de conductividad térmica y dos
columnas empacadas en acero inoxidable (6' x 1/8" silice gel y 6' x 1/8" corte
molecular 13X). La temperatura del inyector y del detector fue de 90 °C y 150
°C, respectivamente. La temperatura inicial de la columna fue de 40 °C la cual
se mantuvo durante 4 minutos y se increment6 hasta 110 °C a una velocidad
de 20 °C/min. La temperatura final de la columna se mantuvo durante 3
minutos. Se uso nitrdgeno como gas acarreador a un flujo de 20 mL/min.
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4 Resultados

4.1 Fase de colonizacion

4.1.1 Tiempo de colonizacion

El anodo de las celdas fue colonizado en modo de celda de combustible
microbiana. La densidad de corriente se increment6 paulatinamente a lo largo de
cada lote mientras se formaba la biopelicula. En la figura 11 se muestra este
incremento. La disminucion de densidad de corriente en algunos puntos respecto
al lote anterior se explica por diversos inconvenientes que se presentaron durante
la operacion de la celda. Una de las condiciones adversas mas frecuentes fue la
formacién de una capa de grasa que llegaba a cubrir el a&nodo e impedia un
transporte adecuado de sustrato hacia el electrodo.

La densidad de corriente deja de incrementarse a partir del lote 10 (dia 20). Para
experiencias futuras se puede considerar este tiempo como el periodo de
colonizacion del anodo a una resistencia externa constante de 1000 Y.

120
&
< 100
£
]
o itdagid
[
o [ |
= 4 X . L #Celda 1
5 00 mCelda 2
e o8
g 40 * ACelda 3
% ® Celda 4
[
)]
a

20

0 J—I—i
01 2 3 456 7 8 910111213141516
NUmero de lote

Figura 11. Evolucién de la densidad de corriente en las celdas en fase de
colonizacién a lo largo de 16 lotes de operacion (32 dias). Cada punto
representa el valor promedio de la corriente alcanzada durante un lote.

4.1.2 Determinacion de la resistencia externa e interna de la celda con
membrana de intercambio protonico (Nafion 117)

Después de la fase de colonizacién, se realizaron curvas de polarizacion para
determinar las mejores condiciones de operacion de la celda. El resultado fue que
una resistencia externa de 460 Y es la mas adecuada para operar el sistema con
la membrana que se utilizé durante la fase de colonizacion (Nafion 117). Con esta
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resistencia se logra la maxima densidad de potencia del sistema, esta fue 44.6+5
mW/m? en la curva de polarizacién. También se calculé la resistencia interna de la
celda, que en promedio fue 580+52 Y. La figura 12 muestra la curva de
polarizacion.
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Figura 12. Curva de diferencia de potencial y densidad de potencia vs
densidad de corriente en la celda en fase de colonizacion con membrana de
intercambio proténico (Nafion 117). Cada punto representa una resistencia
externa diferente.

4.1.3 Determinacion de la resistencia externa e interna. Membrana de
intercambio catiénico CMI-7000

El comportamiento cambié cuando se us6 la membrana de intercambio catidnico
CMI-7000, como se observa en la figura 13. Se alcanzan mayores densidades de
potencia que con la membrana Nafion. El punto maximo en promedio fue 79+8
mW/m? en la figura 14 se puede ver la diferencia entre ambas curvas de potencia.
La resistencia mas adecuada entre las que se probaron es de 220 Y. La
resistencia interna fue de 275+18 Y ,es decir, disminuyo respecto a la membrana
Nafion.

La densidad de corriente a lo largo de los lotes de operacion de 48 horas, cuando
se utiliza una resistencia externa de 1000 Y también es mayor cuando se utiliza la
membrana CMI-7000, teniéndose un valor promedio de 84+9 mA/m? con la
membrana Nafion y para la otra 95+10 mA/m? ambos son promedios de los
ultimos tres lotes con cada membrana. Después de cambiar la resistencia a 220 Y
la densidad de corriente aumenta a 283+36 mA/m?. Al considerar los costos de las
membranas se observa que el precio de la membrana Nafion es de $1,618.00
USD/m? (http://www.nafionstore.com) mientras que el de la membrana de
intercambio  catiénico modelo CMI-7000 es de $208.33 USD/m?
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